HPLC 法 测定 大 果 山 楂 果实 中 8 种 酚 酸 类 成 分 的 含量 
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摘要 : 建立 HPLC 法 同时 测定 大 果 山 楂 果实 中 原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 二 和 氧 咖啡 酸 、 咖 啡 酸 、 
根 皮 酸 、p- 香 豆 酸 、 阿 魏 酸 和 肉桂 酸 的 方法 ， 并 分 析 这 8 种 酚 酸 在 不 同 产地 大 果 山 楂 果实 中 
的 含量 。 采 用 ZORBAX SB-C18 色谱 柱 ， 以 甲醇 /1.5% 甲 酸 水 溶液 〈vv) 为 流动 相 ， 梯 度 洗 
脱 ， 柱 温 35*C， 流 速 1.0 mL*min ， 检 测 波长 280 nm、320 nm。 结 果 表 明 : 在 线性 范围 内 
8 种 酚 酸 质量 浓度 与 色谱 峰 性 关系 良好 , 相关 系数 均 之 0.997, 检 出 限 0.08~0.20 ug 
“mL ， 定 量 下 限 0.27-0.67 hg*mL "， 变 异 系数 均 <5.0%， 加 标 回收 率 99.3%~103.3%; 10 
个 不 同 产 地 的 大 果 山 楂 果实 中 酚 agi. 均 检 出 原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 二 氧 咖啡 酸 、 咖 啡 
酸 、 根 皮 酸 、 阿 魏 酸 和 肉桂 酸 7 种 酚 酸 ， 其 中 二 和 氧 咖 啡 酸 、 根 皮 酸 、 阿 魏 酸 首次 检 出 ， 以 绿 
原 酸 为 主 (8 410.2-13 826.7 ug*g ), 占 总 酚 酸 的 80% 以 上 , 总 酚 酸 的 质量 分 数 在 10 187.8~15 
583.9 hg*g 之 间 ， 其 中 广西 百色 靖 西 和 桂林 恭 城 产 的 果实 总 酚 酸 质量 分 数 相对 较 高 ， 均 大 
于 15 000 ng*g " 。 本 研究 的 HPLC 法 适用 于 大 果 山 楂 果实 中 酚 酸 含量 的 测定 ， 能 为 大 果 山 植 
优良 品种 的 选 育 、 产 品质 量 控制 及 深度 开发 利用 提供 方法 和 科学 参考 。 
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doumeri fruit by HPLC 
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Abstract: The content of phenolic acids in Malus doumeri fruits from different production areas 
was investigated, and at the same time HPLC method was developed to detect 8 phenolic acids, 
including protocatechuic acid, chlorogenic acid, dihydrocaffeic acid, caffeic acid, phloretic acid, 


p-coumaric acid, ferulic acid and cinnamic acid. ZORBAX SB-C18 column was adopted. The 
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mobile phase was composed of methanol and 1.5% formic acid aqueous with a gradient elution. 
The column temperature was 35 °C, the flow rate was 1.0 mL*min'!, the detection wavelength 
was 280 nm and 320 nm, and the injection volume was 20 uL. The results showed that the linear 
relationship between the mass concentration and the peak area of the chromatogram of 8 phenolic 
acids was good, with the correlation coefficient > 0.997, the detection limit 0.08-0.20 ug* mL, 
the lower limit of quantitation 0.27-0.67 ug*mL'', the coefficient of variation «5.096, and the 
adding standard recovery 99.3%-103.3%. Seven phenolic acids (protocatechuic acid, chlorogenic 
acid, dihydrocaffeic acid, caffeic acid, phloretic acid, ferulic acid and cinnamic acid) were 
detected over 10 samples in different production areas. Among the seven phenolic acids, 
dihydrocaffeic acid, phloretic acid and ferulic acid were first detected in Malus doumeri fruit, and 
chlorogenic acid (8 410.2-13 826.7 ug*g^) was predominant, accounting for more than 8096 of 
the total phenolic acids. The mass fraction of total phenolic acids was ranged from 10 187.8 to 15 
583.9 ug*g '. The mass fraction of total phenolic acids from fruits picked from Baise Jingxi City 
in Guangxi province and Gongcheng of Guilin was relatively high, more than 15 000 ug*g '. The 
HPLC method used in this study was suitable for the determination of phenolic acids content in 
Malus doumeri fruit, and it can provide methods and scientific basis for screening superior variety, 
control of raw materials and products quality, and deep exploitation and utilization of Malus 
doumeri fruits. 
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MAE. leiocalyca ) 的 果实 ， 主 要 分 布 于 中 国 南 部 广西 、 福 建 、 台 湾 等 地 ， 广 西 逐 步 成 为 大 
果 山 楂 人 工 栽培 主 产 区 , 均 为 台湾 林 榆 ( 王 雷 宏 等 , 2012; 曾 勇 之 等 , 2014; 黄 欣 欣 , 2015 ) 。 
大 果 山 楂 含有 丰富 的 营养 成 分 和 活性 成 分 , 具有 降 脂 、 保 肝 和 抗 肿 瘤 等 生理 功效 (Zhu et al., 
2019; 赵 帅 等 ，2020) ， 是 广西 道 地 药材 之 一 ( 邓 家 刚 和 韦 松 基 ，2007) ， 为 壮 药 ， 其 果实 
酸 甜 ， 加 工 成 果 糕 、 果 酒 等 地 方 特色 食品 ， 具 有 广阔 的 开发 利用 前 景 〈 广 西 壮族 自治 区 食品 
药品 监督 管理 局 ，2011; 张 巧 等 ，2018; WES, 2019) 。 但 大 果 山 楂 物质 基础 研究 不 够 深 
入 ， 缺乏 科学 、 合 理 的 质量 评价 方法 ， 阻 碍 了 其 进一步 的 深度 开发 利用 ( 温 玲 获 ，2016; 赵 
帅 等 ，2020〉。 
酚 酸 类 化 合 物 是 含有 活泼 氨 供 体 结构 的 酚 产 基 有 机 酸 , 具有 抗 氧化 、 抗菌 和 抗 病毒 等 
种 生物 活性 ， 是 大 果 山 楂 果实 中 重要 的 功效 成 分 之 一 ( 温 玲 蓉 ，2016; Choi et al., 2017; 陈 
志 杰 等 ，2018) ， 定 性 定量 分 析 大 果 山 楂 果实 的 酚 酸 类 组 成 及 含量 对 评价 果实 的 品质 并 促进 
其 深度 加 工 利用 具有 重要 意义 。 现 有 多 种 分 析 酚 酸 类 化 合 物 的 方法 ， 而 高 效 液 相 色 谱 法 
(HPLC) 因 具 有 准确 度 高 、 经 济 简便 等 优点 被 检测 领域 广泛 使 用 ( 李 岩 等 ,2018; 邓 渝 等 ， 
2018; 届 艳 勤 等 ，2019) 。 目 前 ， 对 大 果 山 楂 果实 中 酚 酸 类 成 分 进行 定性 定量 分 析 的 报道 较 
少 ， 仅 有 (Wen et al., 2016) 采 用 HPLC 法 测定 了 果实 中 绿 原 酸 、 咖 啡 酸 、 肉 桂 酸 3 种 酚 酸 的 
含量 ， 且 分 离 效果 仍 有 竺 改进。 本 研究 建立 HPLC 法 同时 测定 大 果 山 楂 果实 中 原 儿 茶 酸 、 
绿 原 酸 、 二 氧 咖 啡 酸 、 咖 啡 酸 、 根 皮 酸 、p- 香 豆 酸 、 阿 魏 酸 和 肉桂 酸 的 方法 ， 并 比较 分 析 这 
8 种 酚 酸 在 不 同 产地 大 果 山 楂 果实 中 的 含量 ， 以 期 为 大 果 山 楂 优良 品种 的 选 育 、 原 料 和 产品 
的 质量 控制 以 及 深度 开发 利用 提供 科学 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 
大 果 山 楂 样品 采 自 10 个 不 同 产地 的 新 鲜果 ， 经 广西 壮族 自治 区 中 国 科学 院 广西 植物 研 


is 


究 所 李 典 鹏 研究 员 和 黄 渝 松 副 研究 员 鉴 定 , 均 为 台湾 林 检 (Mealus doumeri) 果实 ,具体 见 表 1。 
选择 无 病虫害 、 无 机 械 损 伤 且 成 熟 度 基 本 一 致 的 样品 ， 在 温度 A "C、 湿 度 78% 左 右 贮藏 。 

原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 咖 啡 酸 、 肉 桂 酸 、p- 香 豆 酸 、 阿 魏 酸 、 二 氧 咖 啡 酸 和 根 皮 酸 对 照 品 
CHEHEZO890) ， 西 安 玉 泉 生物 科技 有 限 公 司 ; 甲醇 、 乙 且 (色谱 纯 ) ， 安 徽 天 地 高 纯 溶剂 
有 限 公司 ; 氧 氧化 钠 、 盐 酸 、 甲酸 CARO , 西 陇 化 工 股份 有 限 公 司 ; 乙酸 乙 酯 、 乙醚 (AR)， 


天 津 市 大 成 化 学 试剂 三 ; EDTA、 抗 坏 血 酸 CARO ， 国 药 集 团 化 学 试剂 有 限 公 司 ; 水 为 超 纯 
水 。 
表 1 大 果 山 楂 果实 样品 信息 
Table 1 The information of Malus doumeri fruit samples 
编号 来 源 采 收 时 间 
No. Source Harvest time 
广西 河池 市 天 峨 县 
Di 2019.10 
Tian'e County, Hechi City, Guangxi 
广西 柳州 市 柳江 区 
D2 2019.10 
Liujiang District, Liuzhou City, Guangxi 
广西 百色 市 德 保 县 
D3 2019.10 
Debao County, Baise City, Guangxi 
广西 百色 市 靖 西 县 
D4 2019.10 
Jingxi County, Baise City, Guangxi 
广西 梧州 市 长 洲 区 
D5 2019.10 
Changzhou District Wuzhou City, Guangxi 
广西 贺州 市 昭平 县 
D6 2019.10 
Zhaoping County, Hezhou City, Guangxi 
x 广西 贺州 市 钟 山 县 
D7 2019.10 
Zhongshan County, Hezhou City, Guangxi 
广西 桂林 市 平 乐 县 
D8 2019.10 
fui Pingle County, Guilin City, Guangxi 
天 广西 桂林 市 礁 城 县 
- -一 D9 2019.10 
《 Gongcheng County, Guilin City, Guangxi 
广东 茂名 市 信 租 市 
D10 2019.10 
Xinyi City, Maoming City, Guangdong 
1.2 仪器 与 设备 


Shimadzu LC-20A 高 效 液 相 色谱 仪 〈 配 有 Prominence SPD-M20A PDA 检测 器 ) ， 日 本 
HEAR: 高 速 冷冻 离心 机 ， 德 国 Eppendorf 公司 ; 真空 冷冻 干燥 机 ， 上 海 乔 枫 实 业 有 限 公 
司 ; RIOS 8 超 纯 水 系统 ， 美 国 Millipore 公司 ; XS205DU 电子 分 析 天 平 ， 梅 特 勒 - 托 利多 国 
际 贸易 (上 海 ) 有 限 公 司 ; F-020ST 数控 超声 波 清洗 机 ， 深 圳 福 洋 科技 集团 有 限 公 司 ; LHS 智 
能 恒温 恒 湿 箱 ， 上 海 一 恒 科 学 仪器 有 限 公司 ; N-1100 旋转 蒙 发 仪 ， 日 本 东京 理化 器 械 株式 
会 社 : BCD-213D11D 双 门 冰箱 ， 广 东 容 声 电器 股份 有 限 公 司 。 

1.3 方 法 
1.3.1 溶液 的 配制 

1.5% 甲 酸 水 溶液 的 配制 : 取 15.0 mL 甲酸 ， 超 纯 水 定 容 至 1.0 L， 用 0.45 um 水 相 膜 过 

JE, S 5 min， 现 配 现 用 ;， 酚 酸 单 一 对 照 品 储备 液 的 配制 ， 分别 精确 称 取 20.0 mg 的 原 儿 
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茶 酸 、 绿 原 酸 、 咖 啡 酸 、 肉 桂 酸 、p- 香 豆 酸 、 阿 魏 酸 、 二 氧 咖 啡 酸 和 根 皮 酸 对 照 品 ， 置 于 
25 mL 棕色 容量 瓶 中 ， 并 用 色谱 甲醇 溶解 后 定 容 至 刻度 ， 得 到 800.0 ug* mL! 的 单一 对 照 品 
储备 液 ， 置 于 -20 °C 冰箱 中 避 光 保存 备用 ; 样品 稀释 液 的 配制 ， HX 1.5% 甲 酸 水 溶液 95 mL, 
加 入 5 mL 色谱 甲醇 ， 混 匀 ， 现 配 现 用 ;混合 酚 酸 对 照 品 工作 液 的 配制 : 等 量 移 取 S 种 单一 
对 照 品 储备 液 ， 充 分 混 匀 后 ， 用 样品 稀释 液 稀释 至 0.05~100 hg*mL- 的 系列 混合 酚 酸 对 照 
品 溶液 ,过 0.45 hm US, 超声 脱 气 5 s, 现 配 现 用 ; 碱 提取 液 :分 别 先 配 成 4mol*L NaOH, 
1% 抗 坏 血 酸 和 10 mmol*L EDTA 溶液 ， 将 三 者 按 120:2:3 的 比例 添加 后 混 匀 ;萃取 液 : 乙 
醚 和 乙酸 乙 酯 按 体 积 比 1:1 混 匀 即 可 。 


1.3.2 大 果 山 植 果实 总 酚 酸 的 提取 及 分 析 前 样品 预 处 理 


1.3.2.1 总 酚 酸 的 提取 

参照 文献 方法 (Luo et al., 2013; 李 岩 等 ，2018; 匡 凤 元 等 ，2019) ， 稍 作 改 进 。 将 新 
鲜 的 大 果 山 楂 果实 切 成 小 块 ， 冻 干 磨 成 粉 。 酚 酸 有 机 溶剂 提取 称 取 粉 未 样品 2.000 g， 加 
入 80% 甲 醇 水 溶液 40 mL, 先 常温 浸 提 24 h, 再 40 "C 超 声 提取 30 min, 过 滤 ，10 000 r* min" 
离心 5 min,， 滤 湾 重 复 提取 2 次 , 合并 上 清 液 得 到 A 提取 液 。 碱 提取 : 将 上 述 过 滤 得 到 的 残 
汀 和 离心 得 到 的 沉淀 合并 后 加 入 50 mL 碱 提取 液 ,在 氮气 保护 并 密封 条 件 下 室温 搅拌 约 24 h， 
J HCI 调节 pH 为 2.0， 60 mL 蔡 取 液 茜 取 三 次 ,合并 茜 取 液 10 000 r*min! 离心 5 min, 
得 到 B 提取 液 。 酸 提取 : 继续 将 上 述 碱 处 理 过 的 残 漆 和 沉淀 在 85°C FH 50 mL HCI (4M) 
水 解 30 min, 冷却 后 用 NaOH 调节 pH 为 2.0, 其 余 同 碱 提取 方法 , 得 到 C 提取 液 。 合 并 A. 
B. C 三 种 提取 液 即 为 总 酚 酸 提取 液 。 
1.3.2.2 分 析 前 样品 预 处 理 

将 1.3.2.1 得 到 的 总 酚 酸 提取 液 50 *C 真 空 旋 蒸 干 ， 用 色谱 甲醇 溶解 并 定 容 至 25.0 mL, 
进 样 前 再 用 样品 稀释 液 稀释 至 标准 曲线 线性 范围 内 的 浓度 ,10 000 r* min! 离心 5 min, 过 0.45 
um 有 机 滤 膜 备用 。 
1.3.3 色谱 条 件 优 化 及 系统 适应 性 试验 

检测 波长 : Hx S 种 酚 酸 对 照 品 储备 液 各 50 nL， 单 独 稀 释 成 80.0 pg*mL 1!， 分 别 在 波长 
190-400 nm 之 间 扫 描 紫 外 光谱 ， 选 择 有 较 大 吸收 且 无 溶剂 干扰 的 波长 作为 检测 波长 。 色 谱 
FE: 选用 4 种 不 同 填 料 的 反 相 色谱 柱 (Symmetry C18 Atlantis T3, BEH C18 和 
ZORBAX SB-C18) ， 分 析 80.0 ug*mL 的 混合 酚 酸 对 照 品 工作 液 ， 选 择 分 离 度 和 峰 型 相对 
较 好 的 色谱 柱 。 流 动 相 及 检测 条 件 : 以 甲醇 -水 溶液 或 乙 且 - 水 溶液 为 流动 相 ， 改 变 水 溶液 的 
酸 种 类 和 浓度 、 梯 度 洗 脱 程序 、 柱 温和 流速 ， 以 对 照 品 各 色谱 峰之 间 的 分 离 度 、 样 品 中 主要 
目标 组 分 的 理论 塔 板 数 以 及 样品 中 目标 组 分 与 干扰 峰 的 分 离 效果 评价 系统 适应 性 并 确定 较 
优 的 色谱 条 件 。 


1.3.4 方法 学 验证 方法 


1.3.4.1 线性 关系 和 灵敏 度 试验 

将 混合 酚 酸 对 照 品 工作 液 按 1.3.3 优化 的 色谱 条 件 进行 检测 , 以 色谱 峰 面 积 为 纵 坐 标 (y)， 
质量 浓度 为 横 坐 标 (x) 绘 制 8 个 酚 酸 的 标准 曲线 确定 线性 方程 和 线性 范围 , MER EE (S/N) 
为 3 时， 确定 检 出 限 (LOD)，S/N 为 10 时 ， 确 定 定量 下 限 (LOQ) (| 陈 丹 丹 等 ，2019) , 
重复 6 次 。 

1.3.4.2 精密 度 试 验 

精密 吸取 40.0 hg*mL 混合 酚 酸 对 照 品 工作 液 , 处 理 方法 同 1.3.4.1, 连续 进 样 检测 6 次 
以 色谱 峰 面积 计算 每 个 酚 酸 的 变异 系数 (RSD) 值 。 
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1.3.4.3 稳定 性 试验 
移 取 5.0 hg*mL 20.0 hg*mL !.60.0 ug*mL- 混 合 酚 酸 对 照 品 工作 液 , 处 理 方法 同 1.3.4.1， 
在 1 d 内 进 样 检 测 6 次 ， 时 间 间 隔 4h; 在 6d 内 ， 每 日 同一 时 间 点 进 样 1 次 ， 按 照 1.3.4.2 
方法 计算 每 个 酚 酸 日 内 和 日 间 的 RSD 值 。 
1.3.4.4 重复 性 试验 
精密 称 取 1.3.2.1 方法 制备 的 大 果 山 楂 冻 和 干粉 2.000 g, 共 6 份 , 分 别 按 1.3.2 的 方法 提取 
酚 酸 并 进行 样品 预 处 理 ， 进 样 检 测 ， 按 照 1.3.4.2 方法 计算 每 个 酚 酸 的 RSD fü. 
1.3.4.5 加 标 回收 率 的 测定 
精密 称 取 1.3.2.1 方法 制备 的 大 果 山 楂 冻 干 粉 1.000 g， 以 原 有 目标 化 合 物 量 的 150%、 
100%、50% 加 入 8 个 酚 酸 对 照 品 溶液 ， 按 照 1.3.2 的 方法 提取 酚 酸 并 进行 样品 预 处 理 ， 进 样 
检测 ， 重复 3 次 , 将 得 到 的 色谱 峰 面 积 代入 线性 方程 ,根据 样品 和 加 标 样品 的 浓度 计算 每 个 
酚 酸 的 加 标 回收 率 和 RSD 值 。 
1.3.4.6 样品 色谱 图 分 析 
移 取 1.3.2.2 制备 的 样品 进行 检测 ， 比 较 单 一 对 照 品 的 保留 时 间 并 结合 相应 的 紫外 光谱 
对 样品 中 目标 组 分 进行 定性 , 根据 标准 曲线 和 峰 面积 计算 对 应 样品 中 每 个 酚 酸 的 含量 ,重复 
6 次 。 
1.4 数据 处 理 
采用 Excel 2019. 软件 进行 数据 处 理 ,SPSS 23.0 软件 对 数据 进行 差异 性 分 析 CANOVA)， 
Adobe Photoshop cc 2019 软件 对 图 像 进 行 处 理 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 色谱 条 件 的 确定 
2.1.1 检测 波长 的 选择 
酚 酸 单一 对 照 品 紫外 扫描 的 结果 表明 : 原 儿 茶 酸 、 二 氧 咖啡 酸 、 根 皮 酸 和 肉桂 酸 在 280 


` 


= nm 附近 有 最 大 吸收 峰 ， 绿 原 酸 、 咖 啡 酸 、p- 香 豆 酸 和 阿 魏 酸 在 320 nm 附近 有 最 大 吸收 峰 ， 
rz 因此 ， 选 择 280、320 nm 作为 检测 波长 。 
Q 2.1.2 色谱 条 件 优化 结果 及 对 照 品 和 样品 色谱 图 分 析 


色谱 柱 是 HPLC 检测 分 析 的 核心 部 件 ， 其 性 能 发 挥 受到 分 析 样 品 的 化 学 组 成 和 理化 性 
质 的 影响 ( 李 曼 吴 等 ，2019〉 ， 通 过 考察 4 种 反 相 色谱 柱 ， 结 果 表 明 : ZORBAX SB-C18 色 
谱 柱 在 同一 分 析 条 件 下 目标 组 分 峰 形 相 对 较 好 , 因此 , 选择 该 色谱 柱 用 于 本 实验 后 续 进一步 
的 研究 。 流 动 相 是 影响 HPLC 分 离 效 果 的 重要 因素 ， 甲 醇 -水 溶液 或 乙 且 - 水 洲 液 是 酚 酸 类 成 
分 分 析 采 用 较 多 的 流动 相 , 在 水 溶液 中 添加 适量 浓度 的 酸 对 改善 样品 的 分 离 度 和 峰 形 有 明显 
的 效果 ,甲酸 或 乙酸 是 比较 常用 的 选择 〈 王 晓 梅 等 , 2016; 邓 宝 安 等 , 2017; 李 岩 等 ，2018; 
邓 渝 等 ，2018; 匡 凤 元 等 ，2019;， 届 艳 勤 等 ，2019) ， 通 过 比较 甲醇 、 乙 有 睛 、 甲 酸 水 溶液 和 
乙酸 水 溶液 对 目标 组 分 的 分 离 效 果 ， 结 果 表明 : 以 0.1% 乙 酸 水 溶液 为 流动 相 时 ， 甲 醇和 乙 
有 捕 的 分 离 效 果 均 不 理想 ， 绿 原 酸 和 二 氧 咖啡 酸 大 部 分 重 又 ， 而 以 0.1% 甲 酸 水 溶液 为 流动 相 
时 , 甲醇 和 乙 且 均 能 改善 绿 原 酸 和 二 氧 咖 啡 酸 的 分 离 效果 , 两 者 的 分 离 度 分 别 为 1.0 和 0.8, 
HERAF AR, 但 随 着 绿 原 酸 和 二 氧 咖 啡 酸 的 分 离 , 相 邻 咖啡 酸 与 二 所 咖啡 酸 的 分 离 度 只 
能 达到 1.2。 以 甲醇 为 流动 相 ， 进 一 步 考察 了 不 同 浓度 的 甲酸 水 溶液 对 目标 组 分 分 离 效 果 的 
影响 ， 当 甲酸 水 溶液 为 1.0% 时 ，8 种 对 照 品 酚 酸 之 间 的 分 离 度 可 达到 1.5， 基 线 平 稳 且 色谱 
峰 峰 形 较 好 ， 因 此 选择 甲醇 -甲酸 水 溶液 作为 流动 相 。 
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准确 的 对 目标 成 分 进行 定性 和 定量 分 析 , 不 仅 对 照 品 的 分 离 度 需要 满足 要 求 , 也 需 考虑 
样品 中 的 目标 成 分 是 否 与 干扰 峰 能 得 到 有 效 的 分 离 , 大 果 山 楂 酚 酸 样 品 提取 过 程 中 不 可 避免 
会 带 入 其 它 黄酮 类 成 分 , 研究 发 现 ， 阿 魏 酸 、 肉 桂 酸 与 大 果 山 楂 中 的 黄酮 糖苷 出 峰 时 间 很 容 
易 重合 或 非常 接近 ,进一步 调整 流动 相 组 成 、 柱 温和 流速 等 参数 ,结果 显示 提高 流动 相 水 溶 
液 中 的 酸 浓度 和 柱 温 可 显著 改善 样品 的 酚 酸 与 黄酮 糖苷 的 分 离 效 果 。 综 合 考虑 色谱 柱 的 使 用 
寿命 和 样品 的 分 离 效 果 , 优化 后 的 色谱 条 件 : ZORBAX SB-C18 色谱 柱 (4.6 mmX250 mm, 5 
um) ; 流动 相 为 1.5% 甲 酸 水 溶液 CAO -甲醇 CBO ， 梯 度 洗 脱 程序 (0 一 25 min, 10%~35% 
B; 25—45 min, 3596—4596 B; 45~48 min, 4596 B) ; 柱 温 35 °C; 流速 1.0 mL*min; 
进 样 量 20 uL. 

采用 以 上 优化 的 色谱 条 件 进行 液 相 分 析 , 混合 酚 酸 对 照 品 及 大 果 山 楂 果实 酚 酸 提取 物 样 
品 的 色谱 图 见 图 1，8 种 酚 酸 的 保留 时 间 分 别 为 : 原 儿 茶 酸 9.6 min、 绿 原 酸 14.6 mn ZA 
咖啡 酸 16.0 min、 咖 啡 酸 17.9 min、 根 皮 酸 22.7 min、p- 香 豆 酸 25.0 min、 阿 魏 酸 27.8 min. 
AHER 45.1 min， 各 酚 酸 之 间 的 色谱 峰 分 离 度 均 大 于 1.5， 理 论 塔 板 数 以 样品 中 的 主 成 分 绿 
原 酸 色谱 峰 计算 大 于 3 000， 基 线 平整 ， 峰 形 好 ， 表 明 本 检测 分 析 方 法 可 以 对 大 果 山 楂 果实 
中 的 8 种 酚 酸 类 成 分 进行 定性 与 定量 分 析 。 
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1. 原 儿 茶 酸 ，2. 绿 原 酸 ;3. 二 氧 咖 啡 酸 ，4. 咖 啡 酸 ，5$. 根 皮 酸 ，6. p- 香 豆 酸 ，7. 阿 魏 酸 ;， 8. AH 
1. Protocatechuic acid; 2. Chlorogenic acid; 3. Dihydrocaffeic acid; 4. Caffeic acid; 5. Phloretic acid; 6. 
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p-coumaric acid; 7. Ferulic acid; 8. Cinnamic acid. 
图 1 对 照 品 (A,B) 和 样品 (C,D) 的 色谱 图 
Fig.1 HPLC chromatograms of standards (A,B) and samples (C,D) 
2.2 方法 学 考察 结果 


2.2.1 线性 关系 、 检 出 限 及 定量 下 限 


从 表 2 中 可 以 看 出 , 8 种 酚 酸 对 照 品 在 线性 


范围 内 均 呈 现 良 好 的 线性 关系 , 相关 系数 0.9 


977-0.9 995， 检 出 限 0.08~0.20 hg*mL ， 定 量 下 限 0.27~0.67 hg*mL  ， 表 明 本 方法 检测 灵 


敏 度 较 高 ， 能 够 实现 样品 中 低 浓 度 酚 酸 的 定量 


分 析 。 


表 2 8 种 酚 酸 对 照 品 的 线性 方程 、 相 关系 数 、 线 性 范围 、 检 出 限 和 定量 下 限 (n=6) 


Table 2 Linear equations, correlation coefficients, linear range, limit of detection (LOD) and 


limit of quantitation (LOQ) of eight phenolic acids standards (n=6) 


酚 酸 


Phenolic acids 


ms 
t 


同 。 


Note: F1-F8 represent protocatechuic acid, chlorogenic acid, dihydrocaffeic acid, caffeic acid, phloretic acid, 


F1 
F2 
F3 
F4 
F5 
F6 
F7 
F8 


线性 方程 相关 系数 


: : 2 
Linear equations R 


y-32 980x+5 881.8 0.999 4 
y=45 097x-3 593.6 0.999 5 
y=16 669x-6 820.3 0.997 7 
y=97 056x«4 133.9 0.999 1 
y=8 655.8x43 827 0.999 3 
y=101 729x«6 159 0.999 4 
y=95 633x-5 315.4 0.999 2 
y=160 354x«6 436 0.999 1 


H| 


范围 


Linear range 


(ug°mL 
0.67~100 
0.50~100 
0.67~100 
0.33~100 
0.40~100 
0.30~100 
0.50~100 
0.27~100 


注 : F1-F8 分 别 代表 原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 二 所 咖啡 酸 、 咖 啡 酸 、 根 皮 酸 、p- 香 豆 酸 、 阿 魏 酸 和 肉桂 酸 。 


p-coumaric acid, ferulic acid and cinnamic acid. The same below. 


2.2.2 精密 度 测 定 


本 方 


EDI 


同一 样品 连续 进 
法 的 精密 度 试 


) 


1.46%， 最 大 的 变异 系数 为 2.59%， 表 明 精 密度 良好 ， 符 合 测定 要 求 。 
2.2.3 稳定 性 测定 


F 品 越 稳定 ,试验 结果 则 越 准确 


检 出 限 定量 下 限 
LOD LOQ (ugemL') 

ChgemL-) 

0.20 0.67 
0.15 0.50 
0.20 0.67 
0.10 0.33 
0.12 0.40 
0.09 0.30 
0.15 0.50 
0.08 0.27 


下 


样 得 到 的 峰 面积 越 接 近 , 说 明 仪器 的 精密 度 越 好 , 表明 试验 结果 越 精准 。 
验 显 示 酚 酸 对 照 品 的 RSD 值 分 别 为 : 原 儿 茶 酸 1.07%、 绿 原 酸 1.11%, Z 
EN 2.59%、 咖 啡 酸 2.14%、 根 皮 酸 0.85%、p- 香 豆 酸 2.60%、 阿 魏 酸 2.11%、 肉 桂 酸 


o 


照 品 的 日 内 和 日 间 稳 定性 测定 结果 如 表 3 所 示 , 各 种 酚 酸 在 日 内 的 变异 系 


日 间 和 日 内 的 稳定 性 良好 ， 


样品 在 放置 的 时 间 段 内 , 测 得 的 峰 面积 变化 越 小 , 说 明 检 
本 方法 不 同 浓度 对 
数 均 小 于 4.62%， 日 间 的 变异 系数 均 小 于 4.99%， 表 明 对 照 品 
合 稳定 性 要 求 。 
A 3 对 照 品 的 日 内 和 日 间 RSD 值 (n=6) 
Table 3 RSD of inter-day and intra-day of standards (n=6) 
Ey ER 日 内 处 理 (hgemL!) 


Phenolic acids 


F1 
F2 
F3 
F4 
F5 
F6 
F7 
F8 


Inter-day 
5.0 20.0 
3.42 2.84 
4.27 3.15 
3.84 3.24 
4.62 3.21 
4.53 3:55 
3.63 2.36 
3.72 2.98 
4.27 2.95 


60.0 
3.14 
2.88 
3.18 
2.56 
2.56 
2.16 
3.24 
3.21 


5.0 
4.52 
4.34 
3.58 
3.98 
4.11 
4.27 
324 
4.32 


间 处 理 CugemL) 


Intra-day 
20.0 
4.85 
4.78 
4.76 
4.32 
3.83 
3.74 
4.89 
3.98 


60.0 
4.53 
4.82 
4.57 
4.79 
4.99 
3.84 
3.97 
4.66 


符 


2.2.4 重复 性 测定 

同样 的 大 果 山 楂 样品 进行 酚 酸 提 取 和 预 处 理 , 测 得 的 峰 面 积 越 接 近 , 表明 试验 在 操作 过 
程 中 出 现 的 误差 越 小 , 试验 结果 则 越 准 确 。 本 研究 方法 的 重复 性 试验 显示 样品 中 各 个 酚 酸 的 
RSD 值 分 别 为 原 儿 茶 酸 3.16%、 绿 原 酸 1.19%、 二 氧 咖啡 酸 3.37%、 咖 啡 酸 1.4890. TREE? 
3.08%、Pp- 香 豆 酸 1.71%、 阿 魏 酸 1.96%、 肉 桂 酸 2.09%， 最 大 的 变异 系数 为 3.37%， 表 明 该 
方法 的 重复 性 较 好 ， 符 合 实验 要 求 。 
2. 2.5 加 标 回收 率 的 测定 

本 方法 大 果 山 楂 果实 样品 加 标 回收 率 结 果 如 表 4 所 示 ，8 种 酚 酸 的 平均 加 标 回 收 率 在 
99.3%~103.3%, RSD 值 均 小 于 3.45%， 表 明 该 方法 准确 度 良 好 ， 可 以 用 于 对 大 果 山 植 果实 
酚 酸 含量 的 检测 。 


表 48 种 酚 酸 的 加 标 回收 率 (n=3) 
Table 4 Recovery of eight phenolic acids (n=3) 


酚 酸 原 有 量 加 入 量 测 得 量 回收 率 平均 回收 率 RSD 
Phenolic Original Added Measured Recovery Average (96) 
acids quantity quantity quantity (96) recovery (96) 
(mg"g ) mg"g ) (mg"g ) 

0.408 0.685 101.2 

F1 0.272 0.272 0.541 98.9 99.3 1.76 
0.136 0.405 97.8 
12.623 21.005 99.7 

F2 8.415 8.415 16.690 98.3 99.9 1.70 
4.208 12.695 101.7 
0.428 0.721 102.0 

F3 0.285 0.285 0.569 99.6 99.7 2.23 
0.143 0.424 97.5 
0.789 1.302 98.4 

F4 0.526 0.526 1.060 101.5 101.1 2.53 
0.263 0.798 103.4 
0.348 0.587 102.0 

F5 0.232 0.232 0.461 98.7 101.7 2.77 
0.116 0.353 104.3 
0.200 0.195 97.5 

F6 0.000 0.100 0.103 103.0 101.5 3.45 
0.050 0.052 104.0 
0.419 0.692 98.7 

F7 0.279 0.279 0.556 99.3 100.4 2.46 
0.140 0.423 103.2 
0.123 0.208 102.4 

F8 0.082 0.082 0.166 102.4 103.3 1.36 
0.041 0.125 104.9 


2. 3 不 同 产地 大 果 山 楂 果实 酚 酸 合 量 的 比较 分 析 


10 个 不 同 产地 大 果 山 楂 果实 中 测定 的 8 种 酚 酸 含量 见 表 5, 样品 中 均 检 出 原 儿 茶 酸 、 绿 
原 酸 、 二 氧 咖 啡 酸 、 咖 啡 酸 、 根 皮 酸 、 阿 魏 酸 和 肉桂 酸 7 种 酚 酸 , 其 中 二 氧 咖啡 酸 、 根 皮 酸 、 
阿 魏 酸 在 大 果 山 楂 果实 中 首次 检 出 〈 赵 帅 等 ,2020) ，p- 香 豆 酸 虽 存在 于 大 果 山 植 叶 中 (Zhao 
et al., 2015), 但 本 研究 的 所 有 样本 中 均 未 检 出 ， 表 明 果 实 中 可 能 不 存在 这 种 酚 酸 或 含量 极其 
微量 , 不 在 检测 范围 内 。 进 一 步 的 单 因素 方差 分 析 可 知 ， 不 同 产 地 果实 的 酚 酸 总 含量 以 及 各 
酚 酸 之 间 的 含量 均 存在 明显 差异 ，7 种 酚 酸 总 含量 在 10 187.8~15 583.9 ug*g Zi, AR 
均 为 最 主要 的 酚 酸 类 成 分 (8 410.2~13 826.7 ug*g O ， 占 总 酚 酸 80% 以 上 ， 广西 百色 靖 西 和 
桂林 茶 城 产 的 果实 ， 其 总 酚 酸 和 绿 原 酸 含量 相对 较 高 ， 分 别 大 于 15000. 13500 ug*g; 其 
余 7 种 酚 酸 含量 都 远 低 于 绿 原 酸 , 分 别 为 咖啡 酸 471.6~850.5 ug*g "、 原 儿 茶 酸 184.3~487.8 hg 
eg, AMHER 102.6~391.5 ug*g "、 肉 桂 酸 81.2~520.1 ug*g 、 阿 魏 酸 57.8-423.4 ugeg”, 
根 皮 酸 24.2~230.8 ug*g ， 根 皮 酸 为 含量 相对 较 少 的 酚 酸 成 分 ， 整 体 水 平 最 低 。 以 上 结果 表 
H, 大 果 山 楂 果实 中 酚 酸 类 成 分 种 类 和 含量 丰富 , 这 为 今后 对 大 果 山 林 果 实 的 开发 利用 提供 
了 方向 和 依据 。 


L 


表 5 10 个 不 同 产 地 大 果 山 楂 果实 中 酚 酸 的 组 成 及 含量 (n=6) 


Table 5 Composition and content of phenolic acids in Malus doumeri 


fruits from ten different production areas (n=6) 


-1 
hg"g (DW) 
编号 Fl F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 总 量 Total 
No. 
271.9 285.6 527.2 230.8 279.3+ 81.2 , 
D1 8 410.2+48.18 i i = nd : , 10187.8+46.1 
+2.5° +3.7° +3.8 +3.8° 7.4* +1.3 
487.8 , 391.5 621.1 123.2 57.8+ 184.5 
D2 . 9 568.5x84.1 . " d nd . 11 434.62-84.6* 
+5.4° +5.9° +6.9 +2.3 1.2 +8.18 
280.2 " 185.8 471.6 83.8 土 185.0+ 212.4 á 
D3 i 12 498.4+62.0 . : nd i , 13 917.3+66.1 
+5.4 +2.58 +8.4 0.9 2:27 +3.6 
276.7 195.0 579.6 93.2+ 188.5+ 424.1 : 
D4 4 13 826.7398.4* r nd . 15 583.9495.3* 
+1.6 +1.8 +6.38 1.0° 2.4* +3.6° 
366.9 157.6 628.7 35.6+ 322.9+ 324.2 E 
D5 : 9 343.3x16.0* . " nd 5 11 179.3225.4 
+4.0 +0.9' +3.6° 0.7 1.7 +2.1° 
485.4 102.6 825.2 24.2+ 423.4 士 520.1 d 
D6 . 11 400.5x111.4* : 3 . nd 13 781.4+112.2 
+3.1° 20.7 +1.4 0.9' 1.2? +2.0° 
237.4 " 214.0 755.3 45.5 154.5+ 424.0 . 
D7 n 125 28.9+43.2 nd d 14 359.6242.6* 
+2.1 +3.2° +6.8° 1.28 4.08 +1.6 
184.3 324.2 850.5 143.8 211.3+ 456.0 
D8 9 347.4+28.2° : : " nd P " 11 517.6225.7* 
+1.38 +1.0° 士 2.9” +1.4 2.2 +1.8 
287.2 179.9 621.8 126.4 87.6 215.0 b 
D9 13 655.1+106.8° i " nd h i 15 173.0€106.1 
+1.9° +2.1 +3.6 +0.7° 1.8 +3.8 
185.5 , 2189 722.6 1250 182.7+ — 215.9 
D10 8 753.8+346.1 3 d , nd P , 10 404.4+346.5s 
+1.98 +2.5 +6.7 +1.0° 1.76 +1.3 


iE: 同 列 不 同 字母 表示 不 同 产地 大 果 山 楂 果实 中 该 种 酚 酸 在 0.05 水 平 存在 显著 差异 , nd 表示 样品 中 未 检 
出 。 


Note: Different letters in the same column indicate that the phenolic acid in the hawthorn fruit of different origins 


has a significant differences at the level of 0.05, and nd means that it is not detected in the sample. 


3 讨论 与 结论 


本 文 建立 了 HPLC 法 测定 大 果 山 楂 果实 中 原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 咖 啡 酸 、 肉 桂 酸 、p- 香 豆 
酸 、 阿 魏 酸 、 二 氧 咖啡 酸 和 根 皮 酸 的 方法 ， 该 方法 不 仅 可 以 实现 同时 检测 这 8 种 酚 酸 ， 而 且 
与 以 往 3 种 酚 酸 的 检测 方法 相 比 (Wen et al., 2016)， 酚 酸 之 间 分 离 度 好 ， 酚 酸 与 干扰 峰之 间 
得 到 有 效 分 离 ， 基 线 平 整 ， 准 确 度 、 灵 人 敏 度 和 精密 度 高 ， 重 复 性 和 稳定 性 好 ， 符 合 检测 分 析 
的 要 求 , 因此 定性 和 定量 更 为 准确 。 色 谱 条 件 为 :ZORBAX SB-C18 色谱 柱 (4.6 mm x 150 mm, 
5 um) , 以 甲醇 /1.5% 甲 酸 水 溶液 (wv ) 为 流动 相 , 梯度 洗 脱 , 柱 温 35 C. 流速 1.0 mL*min'', 
检测 波长 280 nm、320 nm， 进 样 量 20 uL. 
大 果 山 楂 果实 中 酚 酸 组 成 和 含量 丰富 , 共 检 出 原 儿 茶 酸 、 绿 原 酸 、 二 和 氧 咖啡 酸 、 咖 啡 酸 、 
根 皮 酸 、 阿 魏 酸 和 肉桂 酸 7 种 酚 酸 ， 二 氧 咖 啡 酸 、 根 皮 酸 、 阿 魏 酸 在 大 果 山 楂 果实 中 首次 检 
出 ; 果实 中 总 酚 酸 及 酚 酸 之 间 的 含量 差异 明显 ，7 种 酚 酸 总 的 质量 分 数 在 10 187.8~15 583.9 
hg*g 之 间 ， 以 绿 原 酸 为 主 (8410.2-13 826.7 pg*g1) ， 占 总 酚 酸 的 80% 以 上 ， 广 西 百色 靖 
西 和 桂林 巷 城 的 果实 总 酚 酸 和 绿 原 酸 质量 分 数 均 相 对 较 高 ， 分 别 大 于 15 000 ugeg’ 13 500 
Mg"g 1!， 绿 原 酸 合 量 为 同属 植物 苹果 的 3-180 倍 (Feliciano et al., 2010; 4&, 2015; 韩 明 虎 
等 ，2018) ， 在 后 续 的 品种 选 育 、 原 料 选 择 和 加 工 利用 方面 值得 关注 。 

酚 酸 类 化 合 物 是 高 等 植物 中 普遍 存在 的 一 类 次 生 代谢 产物 , 也 是 合成 木质 素 的 中 间 产 物 
( 陈 志 杰 等 ，2018; 高 媛 等 ，2018)， 果 实 中 的 酚 酸 组 成 和 含量 除了 与 品种 、 产 地 有 关外 ， 
也 与 果实 采摘 时 的 成 熟 度 和 贮藏 条 件 等 密切 相关 〈Seraglio et al., 2018; 匡 凤 元 等 ，2019) ， 
进一步 研究 不 同时 期 酚 酸 类 成 分 的 变化 规律 更 有 利于 准确 评估 不 同 产地 大 果 山 楂 果实 中 的 
酚 酸 类 组 成 和 含量 。 本 研究 结果 能 为 以 上 这 些 后 续 研 究 提供 检测 方法 和 研究 方向 。 
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